
ข้อมูลทั่วไป

Description
DU145 เป็นเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากของมนุษย์ที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแบบเยื่อบุผิว ซึ่งมักใช้ในการวิจัยมะเร็งต่อมลูกหมาก สายพันธุ์นี้ถูกสร้างขึ้นจากสมองของชายอายุ 69 ปีที่เป็นมะเร็งต่อมลูกหมาก เซลล์นี้แสดงตัวรับแอนโดรเจนและถือว่าเป็นเซลล์ที่สามารถก่อเนื้องอกได้ โดยมีศักยภาพในการแพร่กระจายในระดับปานกลาง และสามารถก่อให้เกิดอะดีโนคาร์ซิโนมา (ระดับ II) ที่สอดคล้องกับมะเร็งต่อมลูกหมากปฐมภูมิเมื่อฉีดเข้าไปในหนูเมาส์ที่ไม่มีระบบภูมิคุ้มกัน

ในแง่ของโครโมโซมแบบคาร์โยไทป์ เซลล์ DU145 เป็นเซลล์ที่มีโครโมโซมเกินปกติ (hypotriploid) และมีโครโมโซมเครื่องหมายหลายตัว รวมถึง t(11q12q), del(11)(q23), 16q+, del(9)(p11), del(1)(p32) และอื่นๆพวกเขาแสดงไอโซเอนไซม์หลายชนิด รวมถึง AK-1, ES-D, G6PD, GLO-I, Me-2,
PGM1 และ PGM3 อย่างไรก็ตาม เซลล์เหล่านี้ไม่แสดงแอนติเจนของต่อมลูกหมาก

เซลล์ DU145 ให้ผลบวกอ่อนต่อเอนไซม์แอซิดฟอสฟาเต และมีศักยภาพในการสร้างโคโลนีในวุ้นอ่อน รายงานจากการวิเคราะห์โครงสร้างระดับจุลภาคพบว่ามีไมโครวิลลี โตโนฟิลเมนต์ เดสโมโซม ไมโทคอนเดรียชนิดใดก็ได้ โกลจิที่พัฒนาดี และไลโซโซมที่มีความหลากหลาย เซลล์ DU145 มีเวลาในการเพิ่มจำนวนเป็นสองเท่าประมาณ 30-40 ชั่วโมง และเหมาะสำหรับการทรานส์เฟคชัน

เซลล์ DU145 เป็นเครื่องมือที่มีคุณค่าในการวิจัยการรักษาโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก ร่วมกับเซลล์สายพันธุ์ PC3 และ LNCaP เซลล์ DU145 เป็นเซลล์สายพันธุ์มะเร็งต่อมลูกหมากมาตรฐานที่ใช้ในงานวิจัยทางยา ร่วมกับเซลล์ PC-3 เซลล์ DU-145 แสดงออกของโปรตีนตัวรับแอนโดรเจน อย่างไรก็ตาม เมื่อถูกบำบัดด้วยแอนโดรเจนลิแกนด์ เซลล์ไม่แสดงการกระตุ้นกิจกรรมของยีนรีพอร์ตเตอร์ที่ตอบสนองต่อ ARดังนั้น เซลล์เหล่านี้จึงถือว่าไม่ตอบสนองต่อแอนโดรเจน

Organism มนุษย์

Tissue ต่อมลูกหมาก

Disease มะเร็งชนิดคาร์ซินอมา

Metastatic site สมอง

Synonyms DU145, Du-145, DU 145, DU_145, DU.145, Duke University 145

ลักษณะ

Age 69 ปี

Gender ชาย

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation DU-145 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300168)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0105
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Antigen
expression

กรุ๊ปเลือด โอ, Rh+

Isoenzymes Me-2, 1-2, PGM3, 2, PGM1, 1, ES-D, 1, AK-1, 1, G6PD, B, GLO-1, 2, ความถี่ของฟีโนไทป์: 0.0041

Tumorigenic เป็นมะเร็งชนิดอะดีโนคาร์ซิโนมา (ระดับ II) ที่สอดคล้องกับมะเร็งต่อมลูกหมากปฐมภูมิ

Karyotype (P75) มีจำนวนโครโมโซม 3 ชุดถึง 4 ชุดผิดปกติ รวมถึงการขาดหาย การมีโครโมโซมสองแขน การมีโครโมโซมที่มีแขนเดียว และการมีเครื่องหมายเทโลเซนทริกขนาดเล็กและขนาดใหญ่

การจัดการ

Culture
Medium

EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamine, w: 2.2 g/L NaHCO3, w: EBSS (หมายเลขบทความ Cytion 820100a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10% และ NEAA 1%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Subculturing นำอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกจากเซลล์ที่เกาะติดและล้างด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม สำหรับขวด T25 ให้ใช้ PBS 3-5 มล. และสำหรับขวด T75 ให้ใช้ 5-10 มล. จากนั้นปิดเซลล์ให้มิดด้วย Accutase โดยใช้ 1-2 มล. สำหรับขวด T25 และ 2.5 มล. สำหรับขวด T75ปล่อยให้เซลล์บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 8-10 นาทีเพื่อให้เซลล์หลุดออกจากกัน หลังจากบ่มแล้ว ให้ผสมเซลล์เบา ๆ กับอาหารเลี้ยงเซลล์ 10 มิลลิลิตรเพื่อทำให้เซลล์แขวนลอยอีกครั้ง จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ 300 เท่าของแรงโน้มถ่วงโลก (300xg) เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสที่ได้ทิ้งไป แล้วแขวนลอยเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ จากนั้นถ่ายเซลล์ไปยังขวดเพาะเลี้ยงใหม่ที่เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ไว้แล้ว

Seeding
density

2 x 104 เซลล์/cm2 จะให้ชั้นเซลล์ที่หนาแน่นสมบูรณ์ภายในประมาณ 4 วัน

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Post-Thaw
Recovery

หลังจากละลายน้ำแข็งแล้ว ให้เซลล์ฟื้นตัวจากกระบวนการแช่แข็งเป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั่วโมง

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน (รวมถึง FBS) + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ หรือ CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) ซึ่งรวมถึงสารป้องกันออสโมติกและสารรักษาเสถียรภาพเมตาบอลิซึมที่ได้รับการปรับให้เหมาะสมเพื่อเพิ่มการฟื้นตัวและลดความเครียดที่เกิดจากการแช่แข็ง
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Thawing and
Culturing Cells 1. ยืนยันว่าขวดยังคงแช่แข็งอย่างสมบูรณ์เมื่อได้รับสินค้า เนื่องจากเซลล์ถูกจัดส่งบนน้ำแข็งแห้งเพื่อรักษาอุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่างการขนส่ง

2. เมื่อได้รับแล้ว ให้เก็บ cryovial ทันทีที่อุณหภูมิต่ำกว่า -150 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์ หรือดำเนินการตามขั้นตอนที่ 3 หากจำเป็นต้องเพาะเลี้ยงทันที

3. สำหรับการเพาะเลี้ยงทันที ให้ละลายน้ำแข็งในหลอดอย่างรวดเร็วโดยแช่หลอดในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนกระทั่งเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตรที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยคนเบา ๆ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 300 x g เป็นเวลา 3 นาที เพื่อแยกเซลล์ออกจากกัน แล้วเทส่วนใสที่อยู่ด้านบนซึ่งมีสารแช่แข็งตกค้างออกอย่างระมัดระวัง

7. ค่อยๆ ผสมเซลล์ที่ตกตะกอนให้ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ 10 มิลลิลิตร สำหรับเซลล์ที่เกาะติด ให้แบ่งสารแขวนลอยลงในขวดเลี้ยงเชื้อ T25 สองขวด สำหรับการเลี้ยงแบบแขวนลอย ให้ถ่ายอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมดลงในขวด T25 ขวดเดียว เพื่อส่งเสริมการปฏิสัมพันธ์และการเจริญเติบโตของเซลล์อย่างมีประสิทธิภาพ

8. ปฏิบัติตามระเบียบปฏิบัติของกลุ่มวัฒนธรรมย่อยที่กำหนดไว้สำหรับการเติบโตและการบำรุงรักษาของเซลล์ไลน์อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้มั่นใจในผลลัพธ์การทดลองที่เชื่อถือได้

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น

Flask Coating
สำหรับการยึดเกาะและการมีชีวิตที่ดีที่สุดหลังการละลาย เราแนะนำให้ใช้ขวดหรือจานเคลือบคอลลาเจน

Freezing
Procedure เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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อัลลีลของ HLA A*: '03:21N, '33:03:01
B*: '50:01:01, '57:01:01
C*: '06:02:01
DRB1*: '01:01:01, '07:01:01
DQA1*: '01:01:01, '02:01:01
DQB1*: '03:03:02, '05:01:01
DPB1*: '04:01:01
E: '01:01:01, '01:09
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